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Trinkwasser mit 40 mg PTC/1. Die neugeborenen Mäuse zeigten keine Störungen 
in der Skelett- und Extremitätenbildung. Dagegen waren nach PTC-Behandlung 
die Grösse, das Gewicht und der Stickstoffgehalt des Gehirns gegenüber den 
Kontrollen erniedrigt. In der Schilddrüse liess sich das Kolloid anfärben, was bei 
Kontrollen nicht gelang. Es wird diskutiert, ob PTC als Thyreostatikum wirke 
und damit über die Hemmung der Schilddrüse das Gehirn beeinflusse. 

Resume 

Des recherches ont ete effectuees en vue de determiner si le PTC avait des 
effets teratogenes sur des souris dont les meres avaient regues 40 mg de PTC 
par litre d’eau potable pendant toute leur grossesse. Les nouveaux-nes ne mon- 
trerent aucune deformation ni du squelette, ni des extremites. Par contre, apres 
traitement avec le PTC, la grandeur, le poids et la teneur en azote du cerveau 
etaient diminues par rapport aux contröles. 

Dans la thyroide, le colloide se laissa colorer, ce qui n’etait pas possible chez 
les animaux de contröle. On se demande si le PTC agit sur l’equilibre thyroi'dien 
et, en reprimant l’action de la thyroide, influence le cerveau. 

S UMMARY 

It was investigated whether PTC has a teratogenic effect on mice. Females 
received during the whole pregnancy drinking water containing 40 mg PTC/1. 
There weie no visible malformations of the skeleton or the limbs in new born 
mice. But a significant reduction of size, weight and nitrogen content of the brain 
could be observed in PTC-treated animals, compared with Controls. 

The colloid of the thyroid gland was stainable in the experimental animals 
but not in the Controls. It is discussed whether PTC acts as a thyreostatic agent 
having an influence on the brain by inhibiting the thyroid gland. 
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N° 36. H. Stadler und R. Weber. — Autoradiographische Unter¬ 
suchungen über die Frühwirkung von Thyroxin auf die 
RNS-Synthese im Gehirn von Xenopuslarven . 1 
(Mit 4 Textabbildungen) 

Abteilung für Zellbiologie, Zoologisches Institut der Universität Bern. 


1. Einleitung 

Die Tatsache, dass die vielfältigen morphologischen und metabolischen 
Veränderungen der Metamorphose bei Kaulquappen durch die Hormone der 
Schilddrüse ausgelöst werden können, bietet günstige Voraussetzungen, um die 
molekularen Vorgänge der Hormonwirkung zu erfassen. Da das Metamorphose¬ 
geschehen mit vielen Differenzierungsvorgängen verknüpft ist, die ihrerseits an 
die Abgabe neuer genetischer Information gebunden sind, ist zu erwarten, dass 
die Schilddrüsenhormone in die Regulation der Biosynthese von zellspezifschen 
Proteinen eingreifen. 

Diese Annahme wird gestützt durch den Befund, wonach Metamorphose¬ 
erscheinungen bei Amphibienlarven durch Hemmstoffe der Proteinsynthese, 
z.B. Actinomycin D in vivo (Zalta und Beetschen, 1965; Weber, 1966) und 
in vitro (Tata, 1966) gehemmt werden können. Ferner zeigen neuere biochemische 
Untersuchungen, dass bei der hormonell induzierten metabolischen Reifung der 
Leber von Kaulquappen zunächst die RNS-Synthese ansteigt, während zellspezi- 

1 Mit Unterstützung des Schweizerischen Nationalfonds zur Förderung der wissenschaft¬ 
lichen Forschung (Gesuch Nr. 4323). 

Herrn PD. Dr. C. Schlatter (Gerichtlich-medizinisches Institut der Universität Bern) 
danken wir für die Hilfe bei den Messungen im Szintillationszähler. 
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fische Proteine erst nach einer Latenzzeit von mehreren Tagen nachgewiesen 
werden können (Nakagawa et al., 1967; Tata 1967). Bemerkenswerterscheint 
uns ferner eine ältere Beobachtung von Finamore und Frieden (1960), wonach 
Trijodthyronin wohl in der Leber, nicht aber im Schwanzgewebe eine Stimulation 
der RNS-Synthese hervorruft. 

Mit Ausnahme der Arbeit von Tata (1967), in der als erstes Anzeichen der 
Hormonwirkung eine erhöhte RNS-Synthese im Zellkern nachgewiesen wurde, 
beziehen sich die meisten Befunde auf die Gesamt-RNS in der Leber, wobei 
keine Schlüsse in bezug auf die Vorgänge im Kern bzw. im Cytoplasma möglich 
sind. Aus diesem Grunde und in der Absicht, die frühen Metamorphosereaktionen 
in verschiedenen Geweben erfassen zu können, haben wir versucht, die kurzfristige 
Wirkung von Thyroxin (T 4 ) auf den RNS-Stoffwechsel in verschiedenen Organen 
von Xenopuslarven mit Hilfe der Autoradiographie darzustellen. Im folgenden 
werden die Ergebnisse am Gehirn, dessen RNS-Synthese durch T 4 besonders 
stark stimuliert wird, unter Berücksichtigung qualitativer und quantitativer 
Aspekte dargestellt. 

2. Material und Methoden 

Als Versuchstiere dienten Larven von Xenopus laevis im Prom^tamorphose- 
stadium 56 nach Nieuwkoop und Faber (1956). Für jedes Experiment wurden Larven 
aus derselben Eiablage verwendet. 

Zur spezifischen Darstellung der RNS-Synthese wurde Uridin-5- 3 H (Calbiochem, 
Los Angles, spez. Akt. 3,3 bzw. 1 Ci/mM) als Vorstufe verwendet und davon pro 
Larve 2p.Ci in 10 p.1 A. dest. intraperitoneal injiziert. Thyroxin wurde in der Bade¬ 
flüssigkeit in einer Konzentration von 5.10 _8 M (L-Thyroxin-Na-Salz purum, Fluka, 
Buchs, Schweiz) bei 23 — 25°C appliziert und alle 24 h erneuert. Actinomycin D 2 wurde 
in einer Menge von 1 p.g pro Larve intraperitoneal injiziert. 

Für die Herstellung autoradiographischer Präparate wurden die Larven in Äthanol- 
Eisessig (3:1) während 1 h fixiert, anschliessend während 30 min in 70% Äthanol 
gewaschen, entwässert und in Paramat (Gurr Ltd., London) eingebettet. Es wurden 4 p. 
dicke Querschnitte durch das Diencephalon hergestellt. Die Schnitte wurden gründlich 
entparaffiniert, in A. dest. übergeführt und nach der sog. „dipping technique“ mit Kodak 
Nuclear Track Emulsion, Typ NTB 2, beschichtet. Die Exposition der Präparate erfolgte 
trocken bei 4°C. Je nach spezifischer Aktivität des Tracers wurde eine optimale Exposi¬ 
tionszeit zwischen 12 und 49 Tagen ermittelt. Nach der photographischen Entwicklung 
wurden die Präparate nach einer modifizierten Masson-Goldner-Methode gefärbt. 

Zur Prüfung der Spezifität des Einbaues von Uridin- 3 H wurden einzelne Schnitte 
vorgängig der Beschichtung mit Photoemulsion mit RNase (RNase puriss. Fluka, 
Buchs, Schweiz, 2 mg/ml A. dest.) während 2 h bei 37°C behandelt, um die RNS zu 
extrahieren. 

Die quantitative Auswertung der Autoradiogramme erfolgte durch Auszählen der 
Silberkörner in der Photoschicht über den Zellkernen. Von den erhaltenen Werten 
wurde der „Background“ abgezogen, welcher ausserhalb markierter Gewebeschnitte und 

2 Actinomycin D wurde uns freundlicherweise von den Merck, Sharp und Dohme, 
Research Laboratories, Rahway (USA), zur Verfügung gestellt. 
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i über unmarkierten Geweben bestimmt wurde. Durch Einhaltung möglichst konstanter 
Bedingungen bei den einzelnen Präparationsschritten konnten trotz teilweise grossen 
j Streuungen reproduzierbare Resultate erzielt werden. 

Zum Vergleich mit den autoradiographischen Ergebnissen wurde noch der Gehalt 
an Uridin- 3 H in der Säure-fällbaren Fraktion pro Gehirn im Flüssigkeits-Szintillations¬ 
zähler direkt bestimmt. Frisch entnommene Gehirne wurden bei 0°C in 0.5 ml einer 
Natriumacetatlösung mit RNase-Hemmern (Polyvinylsulfat und Bentonit) homo¬ 
genisiert, und das Homogenat zur Fällung der RNS mit 5 %iger Perchlorsäure, Alkohol 
und Äther (nach Tata & Widnell, 1966) versetzt. Das Präzipitat wurde 30 min bei 
80°C in 2 N NaOH hydrolysiert und mit einem Lösungsvermittler (Bio-Solv BBS 2, 
Beckman) in Szintillatorflüssigkeit (Beckman-application Information: Liquid scintilla- 
tion counting of tissues) übergeführt. 

3. Ergebnisse und Diskussion 

3.1. Lokalisation und Spezifität der Inkorporationsprodukte von Uridin- 3 H nach 

Thyroxin-Behandlung 

Die qualitativen Befunde über den Einbau von Uridin- 3 H im Gehirn sind in 
Abbildung 1 für eine Markierungsdauer von 4 h dargestellt. Aufgrund der Ver¬ 
teilung der Silberkörner in der Photoschicht ergibt sich sowohl bei unbehandelten 
Larven (Abb. 1A) wie auch bei solchen, die 24 h mit T 4 vor behandelt wurden 
(Abb. 1B), eine eindeutige Lokalisation der Einbauprodukte in den Zellkernen. 
Zu beachten ist die diffuse Verteilung der Silberkörner im Kernraum und das 
Fehlen einer bevorzugten Markierung der Nucleolen. Dieses Verteilungsmuster 
bleibt auch bei einer Markierungszeit von 24 h unverändert. Aus dem Vergleich 
der Abb. 1A und 1B geht ferner hervor, dass eine Behandlung mit T 4 von 24 h 
einen erhöhten Einbau von Uridin- 3 H in die Zellkerne zur Folge hat, ohne dass 
sich das intrazelluläre Verteilungsmuster wesentlich ändert. 

Zur Kennzeichnung der Einbauprodukte ist das Ergebnis der Ribonuclease- 
behandlung aufschlussreich. Das Fehlen jeglicher Markierung nach Einwirkung 
dieses Enzyms (Abb. IC) zeigt an, dass Uridin- 3 H vorwiegend in RNS eingebaut 
wird, und dass freies oder in Cytidin- 3 H umgebautes Uridin- 3 H in unsern Präpara¬ 
ten kaum in Erscheinung tritt. 

3.2. Versuch einer quantitativen Erfassung der Thyroxin-Wirkung auf den RNS- 

Stoffwechsel 

Im folgenden ist zu untersuchen, ob die autoradiographischen Präparate 
quantitativ zur Erfassung der T 4 -Wirkung ausgewertet werden können. Wir 
stützen uns dabei auf die Ergebnisse von je 20 Auszählungen aus 3 Experimenten, 
wobei die Unterschiede jeweils mit Hilfe des „t-Tests“ auf Signifikanz geprüft 
wurden. 

In Abbildung 2 ist die Beziehung zwischen Markierungsdauer und Einbau 
von Uridin- 3 H unter verschiedenen Versuchsbedingungen dargestellt. Bei unbe- 


Rev. Suisse de Zool., T. 77, 1970. 


38 









Abb. 1. 


Verteilungsmuster der Inkorporationsprodukte 
von Uridin- 3 H im Gehirn von Xenopus- Larven. 

Dauer der Markierung mit Uridin- 3 H: 4 h. A = unbehandelte Larven; 
B = Larven nach 24 h Vorbehandlung mit Thyroxin; 

C = wie B, jedoch Schnitte mit Ribonuclease behandelt. 
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handelten Larven zeigt es sich, dass die Zahl der Silberkörner/Zellkern mit 
zunehmender Markierungsdauer ansteigt, wobei die Zunahme zwischen 4 und 
24 h etwa 100 % erreicht. Entsprechendes gilt für Larven, die 24 h vor und während 
der Verabreichung von Uridin- 3 H mit T 4 behandelt wurden. Auch hier beträgt 



Die Wirkung von Thyroxin und Actinomycin auf die Inkorporation 
von Uridin- 3 H im Gehirn von Xenopus- Larven. 

Ordinate: Anzahl Silberkömer pro Zellkern. 

Abszisse = Markierungsdauer mit Uridin- 3 H + Thyroxin 
bei behandelten Larven. Schraffierte Säulen = Kontrollen, 
punktierte Säulen = 24 h Vorbehandlung mit Thyroxin, 
weisse Säulen = 24 h Vorbehandlung mit Actinomycin D. 
Mittelwerte aus je 20 Zählungen ± Standardabweichung. 

R = obere Grenze der RNase- resistenten Markierung, 

B = “ Background ”. 


die Zunahme der Markierung in den Zellkernen zwischen 4 und 24 h mehr als 
100%, obwohl die Absolutwerte im Vergleich zu den Kontrollen für beide 
Markierungszeiten um mehr als 200 % höher liegen. Die Wirkung von T 4 äussert 
sich unter den erwähnten Bedingungen in einer markanten Zunahme des Einbaus 
von Uridin- 3 H in die Zellkerne. Dass diese Wirkung bei kurzen Markierungs¬ 
zeiten (30 min) nicht festgestellt werden kann, dürfte darauf beruhen, dass die 
Gleichgewichtskonzentration an Uridin- 3 H im Gehirn noch nicht erreicht wird. 
Um die Wirkung von T 4 mittels Autoradiographie erfassen zu können, müssen 
demnach Markierungszeiten von mehr als 30 min gewählt werden. Aus Abbildung 2 
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ist ferner ersichtlich, dass eine der Markierung um 24 h vorausgehende Injektion 
von 1 [Lg Actinomycin D die Inkorporation von Uridin- 3 H erniedrigt, und dass 
die Hemmung bei einer Markierungsdauer von 24 h noch ausgeprägter ist. 

Um abklären zu können, ob die Zahl der Silberkörner ein verlässliches Mass 
für den Einbau von Uridin- 3 H darstellt, wurde in 2 Versuchen noch der Gehalt 
an Uridin- 3 H in der Säurefällbaren RNS-Fraktion mit der Szintillationsmethode 
bestimmt. Abbildung 3 zeigt, dass die Inkorporation bei kurzen Markierungs¬ 
zeiten (4 h) im Falle der Autoradiographie für Larven unabhängig von der Dauer 
der T 4 -behandlung gegenüber Kontrollen um das Dreifache erhöht ist. Demge¬ 
genüber ergibt die direkte Bestimmung des Gehalts an Uridin- 3 H nur nach 
vorausgehender, nicht aber bei simultaner Behandlung mit T 4 eine signifikante 
Zunahme der Inkorporation. Bei einer Markierungsdauer von 24 h ergeben 
jedoch beide Methoden unabhängig von der Behandlungsdauer mit T 4 dieselbe 
Zunahme der Inkorporation nach Hormonbehandlung. Daraus leiten wir ab, 
dass die quantitative Auswertung von Autoradiogrammen für die Beurteilung der 
T 4 -Wirkung auf die RNS-Synthese mindestens näherungsweise verwendet werden 
kann. 
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Abb. 3. 

Die Frühwirkung von Thyroxin auf die Inkorporation von Uridin- 3 H im Gehirn 
von Larven. 

Vergleich der autoradiographischen Ergebnisse (3 Versuche) mit denen der Szintillationszählung 
(2 Versuche). Es sind die Mittelwerte und die Standardabweichung angegeben. 2 : signifikanter 
Unterschied gegenüber Kontrollen (p < 0.01). 

In Bezug auf die Frühwirkung des T 4 im Gehirn ergeben die in Abbildung 3 
dargestellten Befunde erste Anhaltspunkte. Die quantitative Auswertung der 
Autoradiogramme zeigt, dass nach 4 h Hormonbehandlung bereits eine erhöhte 
RNS-Synthese nachgewiesen werden kann, und dass diese Wirkung nach 48 h 
noch im gleichen Ausmass vorhanden ist. Die autoradiographischen Beobach- 
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tungen stimmen mit den biochemischen Befunden (Finamore und Frieden, 1960; 
Nakagawa et al., 1967; Blatt et al., 1969) an der Leber von Kaulquappen darin 
überein, dass sie innerhalb der ersten 24 h der T 4 -Behandlung eine etwa um das 
Doppelte erhöhte Syntheserate für RNS anzeigen. Im Einklang mit Tata (1967) 
zeigen unsere Autoradiogramme, dass die ersten Anzeichen der Hormonwirkung 
in einer Stimulation der nucleären RNS-Synthese zum Ausdruck kommen. 


3.3. Die Hemmung der RNS-Synthese durch Actinomycin D 

In früheren Versuchen wurde beobachtet, dass eine einmalige Injektion von 
Actinomycin D bei Xenopus -Larven im Stadium des Vorderbeindurchbruchs die 
Metamorphose stark verzögert (Weber, 1966). Es war daher von Interesse, die 
Wirkung von Actinomycin D auf den Einbau von Uridin- 3 H zu untersuchen. 
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Abb. 4. 

Die Wirkung von Actinomycin D auf die normale und die Thyroxin-induzierte 
RNS-Synthese im Gehirn von Xenopus- Larven. 

Signifikanz der Unterschiede gegenüber Kontrollen: L p < 0.05, 2 : p < 0.01. 


Dass eine Vorbehandlung der Larven mit diesem Antibiotikum den Einbau 
von Uridin- 3 H hemmt, wurde bereits in Abbildung 2 dargestellt. Im folgenden 
werden noch die Befunde über den Einfluss von Actinomycin D auf die spontane 
bzw. durch T 4 stimulierte RNS-Synthese angeführt. Abbildung 4 zeigt, dass nach 
einmaliger Injektion von 1 p.g Actinomycin D der Einbau von Uridin- 3 H im 
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Gehirn von unbehandelten Larven bei einer Markierungsdauer von 4 h um 40% 
und bei einer solchen von 24 h sogar um 60% gehemmt ist. Wurde die RNS- 
Synthese durch 24 h T 4 -Behandlung aktiviert, so bewirkt Actinomycin D eine 
signifikante Hemmung des Einbaus von Uridin- 3 H, der jedoch noch dasselbe 
Ausmass erreicht wie bei Larven ohne Hormonbehandlung. Ferner ist zu beachten, 
dass bei T 4 -induzierter, im Gegensatz zur spontanen RNS-Synthese, die durch 
Actinomycin D bedingte Hemmung des Einbaus von Uridin- 3 H bei einer Markie¬ 
rungsdauer von 24 h geringer ist als bei einer solchen von 4 h. Dieser Befund 
spricht für eine antagonistische Wirkung von T 4 auf die durch Actinomycin D 
verursachte Hemmung der RNS-Synthese. 

Die autoradiographischen Befunde zeigen, dass die RNS-Synthese im Gehirn 
von unbehandelten und T 4 -behandelten Larven auf etwa die Hälfte herabgesetzt 
wird. Angesichts des Ausmasses der Hemmwirkung muss man annehmen, dass 
nicht nur die Transkription, d.h. die Bildung von Boten-RNS, sondern auch 
diejenige von ribosomaler RNS (Reich und Goldberg, 1964) oder noch anderer 
RNS-Fraktionen durch Actinomycin D betroffen werden. Aus diesem Grunde 
kann die in vivo beobachtete Metamorphosehemmung bei Xenopus-LarvQn durch 
Actinomycin D nicht durch den Ausfall einer einzigen RNS-Fraktion erklärt 
werden. 

In diesem Zusammenhang sei erwähnt, dass erste Befunde nach elektro¬ 
phoretischer Auftrennung der RNS-Fraktionen (Ryffel und Weber, unveröffent¬ 
licht) eine generelle Stimulation ihrer Synthese durch T 4 wahrscheinlich machen. 
Ferner sind in neuester Zeit in Kernen von eukaryoten Zellen neue Typen von 
RNS bekannt geworden, die im Kern umgesetzt werden und offenbar keine 
direkte Beziehung zur Proteinsynthese haben (Weinberg et al., 1969). Es ist 
denkbar, dass die im Autoradiogramm beobachtete diffuse Verteilung der Inkor¬ 
porationsprodukte von Uridin- 3 H teilweise sog. „Heterodisperse nucleäre RNS“ 
(Weinberg et al., 1969) darstellt, deren Beziehung zur Hormonwirkung allerdings 
noch der Abklärung bedarf. 


Zusammenfassung 

Mit Hilfe der Autoradiographie kann am Gehirn von Xenopus -Larven 
bereits nach 4 h Behandlung mit 5.10- 8 M L-Thyroxin eine signifikante Zunahme 
des Einbaus von Uridin- 3 H in den Zellkernen nachgewiesen werden. Die Markie¬ 
rung ist gegen Ribonuclease empfindlich. 

Die quantitative Auswertung der Autoradiogramme und die direkte Bestim¬ 
mung von eingebautem Uridin- 3 H in die Säure-fällbare RNS-Fraktion ergeben 
ähnliche Ergebnisse in bezug auf die Stimulation der RNS-Synthese durch 
Thyroxin. 

Actinomycin D hemmt die durch Thyroxin bedingte Stimulation der RNS- 
synthese, wobei vermutlich verschiedene RNS-Fraktionen betroffen werden. 







